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Although the existing methods for determ- 
ining the thiaminase activity are based on 
the same _— viz. evaluation of the 


thiamine destroyed, the assay experimental 
conditions vary to a large extent according 
to the nature of the enzyme preparation. 

During our research on the thiaminase 
activity in Mytilus galloprovincialis, an edible 
marine mussel, we lacked a suitable enzy- 
matic assay method which, besides allowing 
rapid and accurate determinations, would not 
require large amounts of reagents nor of 
biological material. 

The present paper deals with a simple fluo- 
rometric procedure and with its application 
to a study of thiaminase activity in Mytilus 
galloprovincialis. 


MATERIALS AND METHODS 
REAGENTS 


1) Thiamine, 0.1 per cent stock solution (*). 
This solution, stored in a dark bottle at refrigerator 
temperature, will last at least one week without 
appreciable loss. 


(*) Thiamine hydrochloride (Lepetit, S. p. A.) was used. 


2) Thiamine, substrate solution. To be pre- 
pared just before use by diluting the stock solution 
with water (1:5). 

3) Mcllvaine buffer stock solutions (0.2 M di- 
sodium phosphate and 0.1 M citric acid; 1). 

4) Aniline. 0.15 ml aniline are dissolved in about 
1o ml HO using a 100 ml volumetric flask, then 
2 ml o.s5N HCl, followed by 10 ml of Mcllvaine 
buffer pH 4.7 are added and diluted to the mark 

$) Trichloroacetic acid, 50%. 

6) Potassium ferricyanide, 0.08 %. 

7) Sodium hydroxide, 20%. 

8) n-Butyl alcohol. 

9) Quinine sulfate, stock solution. to mg of 
quinine sulfate are dissolved in 1 liter of o.1N H2SOx.. 
To be stored in a dark bottle. 

10) Quinine sulfate, standard solution. To be 
oe egg just before use by diluting the stock so- 
ution 1:10 with o.1N H2SQO,4. This solution has 
about the same fluorescence as one containing 2.5 ug 
thiochrome in 10 ml butyl alcohol. 


ENZYME PREPARATION 


In order to employ uniform material we prepar- 
ed an acetone powder utilizing Mytilus gallopro- 
vincialis. The mussels, wholly removed from their 
shells, were weighed and treated with acetone at 
-20°C (10 ml acetone per g of fresh tissue) then 
filtered by suction and washed with additional cold 
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acetone (-20°C) and finally dried. The resulting 
dry powder was stored in a dessicator under vacuum 
and at +4°C. Just before use, the powder was 
extracted for 10 minutes at 37°C, with Mcllvaine 
buffer pH 4.7 (6 ml buffer per 100'mg powder) 
then centrifuged at 12,000 r.p.m. for other Io min- 
utes. The clear supernatant was used as the enzyme 


source. The protein content was determined by 
Gornall’s biuret method (2). 


PROCEDURE 


Three centrifuge tubes (11 X1.5 cm), round-bot- 
tom, one for control C, and two for assay A and A’, 
each containing 0.5 ml thiamine substrate solution 
+ 0.5 ml Mcllvaine buffer pH 4.7 + 0.25 ml aniline, 
are immerged for 10 minutes in a water bath kept 
at 37°C. After this, 1 ml of water is added to the 
control tube C, while to assay tubes A and A’, 
scalar volumes of the enyme solution, made up to 
1 ml with water, are added and carefully mixed. 
After exactly 15 minutes of incubation, 0.25 ml of 
50 per cent trichloroacetic acid is added to the tubes. 
The protein precipitate is removed by centrifuga- 
tion. Precisely 0.1 ml of each supernatant is transferred 
to a centrifuge tube (11 Xx 1,5 cm), then 0.2 ml of 
oxidizing mixture (prepared just before use by mixing 
equal volumes of ferricyanide and NaOH reagent 
solutions) is added, followed after 15 seconds by 10 ml 
butyl alcohol. The tubes are tightly stoppered 
(polyethylene stoppers) and vigorously shaken for at 
least 1 minute. After centrifugation at 4000 r.p.m. 
the tubes are ready for fluorometric determination. 
The tube contents can be read even after 24 hours, 
provided they are protected against light. 

If the thiamine oxidation cannot be carried out the 
same day as the enzyme incubation, 0.1 ml aliquots 
of each supernatant are accurately spotted on small 
squares of filter paper (Whatman n. I, 44 cm) and 
dried in a hot air current. These filter paper squares, 
protected against light, can be stored in a dessicator 
for a long time without loss of thiamine. To determ- 
ine the thiamine spotted on the filter-paper squa- 
res, the latter are cut into several small pieces and 
placed in centrifuge tubes; then 0.5 ml of oxidizing 
mixture is added, followed by to ml of butyl al- 
cohol after 15 seconds. The tubes are tightly stopp- 
ered and vigorously shaken. The disintegrated 
paper is removed by centrifugation. The recovery 
from paper is complete. 

A Beckman spectrophotometer mod. DU, equipp- 
ed with a n. 2980 fluorescence accessory, was used. 
The entrance filter was a Corning n. 5860, the exit 
filter was a Corning n. 3389. The Corex 2300-10-1 
cells were used. 

Utilizing standard quinine sulfate and keeping the 
sensitivity knob on 0.1, the reading was adjusted on 
80 and frequently checked during measurements. 

The difference between control and sample read- 
ings gives the wg of thiamine destroyed, in the 
incubation mixture, by thiaminase action. 
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Fig. 1 - Rate of thiamine destruction (0.6 ml enzyme soln.). 
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Fig. 2 - Effect of pH on thiaminase activity (0.6 ml enzyme soln.). 
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Fig. 3 - Thiaminase activity vs. thiamine concentration 
(0.6 ml enzyme soln.). 


2¢ 


1( 


yg Thiamine destroyed 


Fig. 4 - 


pg Thiamine destroyed 
per mg of protein 


If a 
provir 
each 
trol ti 
0.25 | 
whicl 
volur 


INCU 


Tc 
am 


40 
40 
|| 


10} 


yg Thiamine destroyed 


mi enzyme solution 


Fig. 4 - Linear response of thiaminase activity vs. thiaminase 
concentration (100 ug thiaminé / 2.25 ml). 
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Fig. § - Effect of temperature on thiaminase activity. 


If a crude preparation obtained from Mytilus gallo- 
provincialis is examined for thiaminase activity, 
each assay tube (A and A’) should have its own con- 
trol tube (i. e., C and C’) containing before incubation, 
0.25 ml of so per cent trichloroacetic acid and to 
which are added, instead of water, the same scalar 
volumes as are used for the assay. 


RESULTS AND DISCUSSION 
INCUBATION TIME. 


To determine the proper incubation time, 
a mixture of 3 ml thiamine substrate solu- 


tion, 3 ml of Mcllvaine buffer pH 4.7 and 
1.5 ml aniline, 3 ml extract of acetone powder 
(100 mg/6 ml buffer) and 3 ml water was 
incubated at 37°C. From this mixture 2.25 ml 
aliquots were taken at 10, 20, 30 and 40 
minute intervals, and the amounts of thiamine 
destroyed were determined. Fig. 1, which 
is a graph of thiamine destroyed versus time, 
shows that after 20 minutes no linear rela- 
tionship exsists between thiaminase activity 
and time. 


INFLUENCE OF pH. 


The optimum pH of the thiaminase activ- 
ity was determined by carrying out the en- 
zymatic reaction in a pH range varying from 
2 to about 8, covered by the Mcllvaine buffer 
mixtures. In this case, the extraction of the 
acetone powder was accomplished with water 
instead of buffer. From fig. 2 it can be seen 
that the optimum pH lies between 4.5 and 
5.0 which is in agreement with the data re- 
ported by Fantoni et al. (3) for crude extract 
of Mytilus galloprovincialis (pH 4.4). 


SUBSTRATE CONCENTRATION. 


The substrate concentration curve in Fig. 3 
shows the curve leveling off near 50 ug of 
thiamine per 2.25 ml total freaction volume. 


ENZYME CONCENTRATION. 


In Fig. 4, the linearity of the enzyme activ- 
ity versus enzyme concentration over a 
six-fold range (using the optimal concen- 
tration of substrate) is shown. Thus, it may 
be concluded that the enzyme present in 
0.1-0.6 ml of acetone powder extract (100 
mg/6ml buffer) contained in 2.25 ml of total 
reaction volume, is saturated when the amount 
of substrate is 100 yg. 


EFFECT OF TEMPERATURE. 


The influence of temperature on thiaminase 
activity is shown in Fig. 5. Although the 
optimum temperature shown is about 60°C, 
the assay method for thiaminase activity was 
carried out at 37°C. 


Acknowledgement: We wish to thank Dr. E. Scarano for 
his criticism and suggestions. 
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SUMMARY 


A method for the rapid determination of thiami- 
nase activity in Mytilus galloprovincialis with a 
minimum of operations and equipment has been 
suggested. A modification of the thiochrome me- 
thod has been used to assay fluorometrically the 
thiamine remaining after enzymatic destruction. 
Additional studies indicating the optimum pH, the 
necessary substrate concentration and the linearity 
of the enzyme concentration curve for these expe- 
rimental conditions are also included. 


RIASSUNTO 


Metodo per la determinazione dell’ attivita tiaminasica nel 

Mytilus galloprovincialis. 

Viene presentato un metodo semplice per il do- 
saggio dell’attivita tiaminasica nel Mytilus gallopro- 
vincialis. In esso la determinazione della tiamina 
distrutta viene eseguita mediante una rapida modi- 
fica del metodo fluorimetrico del tiocromo. Ven- 
gono inoltre esaminati i vari fattori interessati nella 
attivita enzimatica in questione. 


RESUME 


Méthode pour la détermination de lactivité thiamina- 
sigue chez Mytilus galloprovincialis. 


Les auteurs présentent une méthode pour la dé- 
termination rapide de l’activité thiaminasique, réa- 
lisable avec un minimum de manipulations et 
d’appareillage. Une modification de la méthode 
au thiochrome a été utilisée pour doser fluoromé- 
triquement la thiamine qui est restée aprés destruction 
enzymatique. D’autres études ont été ensuite effec- 
tuées sur le pH optimum, sur la concentration né- 
cessaire du substratum et sur allure linéaire de la 
courbe de concentration de l’enzyme dans les con- 
ditions d’expérience adoptées. 
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ZUSAMMENFASSUNG 


Uber eine Methode zur Bestimmung der Thiaminase- 
tatigkeit im Mytilus galloprovincialis. 


Es wird eine Methode zur raschen Bestimmung 
der Thiaminasetatigkeit beschrieben, welche ein- 
fach zu handhaben ist und eine dusserst geringfiigige 
Apparatur erfordert. Es wurde eine Abanderung der 
angewandt um fluorometrisch 
das nach Enzymzerstérung iibriggebliebene Thia- 
min quantitativ zu bestimmen. Ausserdem wurden 
weitere Untersuchungen iiber das optimale pH, die 
notwendige Konzentration der Unterlage und die 
Linearitat der Konzentrationskurve des Enzyms bei 
den angewandten Versuchsbedingungen angestellt. 


RESUMEN 


Un método para la determinacién de la actividad tiami- 
ndsica en el Mytilus galloprovincialis. 


Se presenta un método para la determinacién 
rapida de la actividad. tiaminasica que exige escasas 
manipulaciones y un minimo de aparatos. Una mo- 
dificacién del método del tiocroma se ha empleado 
para determinar fluorométricamente la tiamina que 
ha quedado después de destruccioén enzimica. Ade- 
mas se han realizado posteriormente estudios sobre el 
pH optimum, sobre la concentraciédn necesaria del 
substrato y sobre el recorrido lineal de la curva de 
concentracién del enzima en las condiciones expe- 
rimentales adoptadas. 


REFERENCES 


1) Crark W. M. - The Determination of Hydro- 
gen Ions, Baltimore, 1928. — (2) Gornat A. G., 
Barpawitt C. J. and Davin M. M. - J. Biol. Chem., 
1949, 177, 751. — (3) FaBRIANI G., Fratont A. and 
Spavont M. A., - Quad. d. Nutr., 1947, 10, 98. 


In 


In | 
sentec 
A co 
amin 
appea 
perce 
Ribo 
nonu 
ine ¢ 
synth 


tions 
ribof 


FMN 


enzy: 
tein 
are: 
l-am: 
can 
C re 
gena 
cytor 
gena 
gena 
drog 
FAD 
FA 
intes 
cells 
Chri 
Hart 
phos 
tion: 
ried 
prov 


INSTITUTE OF MEDICAL PATHOLOGY OF MILAN UNIVERSITY 
(Director: Prof. G. Melli) 


Influence of internal secretions on riboflavin metabolism 


A. M. BERTOLINI - G. CAVAGNA 


In the human body, vitamin B, is repre- 
sented in small amounts as free riboflavin. 
A comparatively high concentration of vit- 
amin B, is found in the retina, where it 
appears to play an important role in the 
perception of short wave length rays (1). 
Riboflavin’s components main are: flavin mo- 
nonucleotide (FMN 15-20%) and flavin-aden- 
ine dinucleotide (FAD 70-80%), which are 
synthesised according to the following reac- 
tions: 


riboflavin 


ATP flavokinase FMN + ADP 


FMN + ATP enzyme? FAD + 2H;PO, 
FMN and FAD act as hydrogen carrier co- 
enzymes in the carbohydrate, eo and pro- 


tein metabolism. The corresponding enzymes 
are: 


l-aminoacid-dehydrogenase for FMN (which 
can substitute FAD in the TPN-cytochrome 
C reductase and the |-hydroxyacid dehydro- 
genase); d-aminoacid-dehydrogenase, DPN 
cytochrome C reductase, aldehydedehydro- 
genase, xanthine- and hypoxanthine -dehydro- 
genase, fumarase, A dehy- 
drogenase and aspartic-dehydrogenase for 
FAD (2). 

FAD is formed in the liver, brain, kidney, 
intestine, heart, skeletal muscles and blood 
cells (3). It has been isolated by Warburg and 
Christian (4) and synthesised by Keilin and 
Hartree in 1946 (5). The first research on the 
oa of riboflavin and its rela- 
tionship with the adrenal cortex was car- 
tied out by Verzar and Laszt in 1935. They 
proved that adrenalectomized animals’ failure 


to grow can be prevented by the admi- 
nistration of FMN or of adrenal cortex ex- 
tract, whilst their survival can be prolonged 
through administration of yeast (7-8). Later 
on, by means of heated yeast administered 
in acid and alkaline media jointly with 
vitamin B,, B., B, and B, factor, they have 
demonstrated that its capacity of aiding 
growth and keeping alive adrenalectomized 
rats is almost exclusively due to the FMN 
content of the yeast (9). In addition they 
have established that regular growth and 
longer survival of adrenalectomized rats may 
be achieved if they are given FMN. On the 
contrary, rats fail to grow when treated 
with adrenal cortex extract and kept on a 
diet deprived of riboflavin (10). On the 
basis of these results, the Authors are of the 
opinion that adrenal cortex is indispensable 
for riboflavin phosphorylation. 

Laszt and Dalla Torre (11) claim that the 
adrenal cortex interferes with riboflavin 
phosphorylation at the level of the intestinal 
mucosa and of the renal tubules by aiding 
absorption of this vitamin from the glomerular 
filtrate. On the other kand, Ferrebee (12) 
and Boulanger and Bugar (13) agree with 
Deuel and Althausen, Barnes et al. (14-15) 
who deny a direct action of the adrenal cortex 
on the riboflavin phosphorylation. Further- 
more, Dhjse et al. (16), comparing _ tests 
performed on adrenalectomized rats treated 
with cortisone and on female rats adrenalecto- 
mized a week earlier, have not been able to 
find any difference in the hepatic flavine con- 
centration. 

Raffy (17) has studied the relationship bet- 


ween hepatic flavine and endocrine glands 
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without being able to demonstrate any hor- 
monal effect on the flavine concentration in 
the liver of hypophysectomized rats, of rats 
deprived of one or both kidneys and of rats 


treated with antithyroid drugs. He was only 
able to determine that the atthe concentra- 
tion was increased in the liver of rats deprived 
of one kidney and treated with antithyroid 
drugs. This Author ascribed this result to 
the absence of compensatory hypertrophy 
of the remaining kidney, with a consequent 
retention of riboflavin due to renal insuf- 
ficiency. 

According to Montanari and Marchetti (18), 
the urinary excretion of riboflavin augments 
in rats after hypophysectomy. The fact that 
hypophysectomized rats show a lower food 
intake than controls adds even more impor- 
tance to this result. Rats treated with alloxan 
gave no evidence of modification of the 
urinary excretion of riboflavin (19). 

Giedosz (20), Schultze and Hundhausen (21) 
have not been able to demonstrate any histo- 
logical modification of endocrine glands of 
animals treated with riboflavin, whilst ac- 
cording to Hoen and Ochme (22), vit- 
amin B, prevents adrenal hypertrophy due 
to thyroxine and prolongs the life of guinea- 
pigs treated with this hormone. 

Comhaire and Chevremont (23) have stu- 
died the relationship between the thyroid and 
the flavine content of the guinea-pig’s liver; 
the riboflavin concentration in the liver 
was already considerably increased 8 hours 
after the administration of a 12.5 mg/Kg dose 
of thyroxine and persisted even after 6 days. 

Ponz (24) has researched on the urinary 
excretion of riboflavin in adrenalectomized rats 
and in rats treated with thyroxine, on its own 
or associated with DCA. He has observed that 
with the urinary excretion of riboflavine in rats 
treated with thyroxine was greatly increased 
(283%). On the contrary the excretion of 
phosphorylated riboflavine was by 82% 
inferior to that of controls. Since contem- 
porary administration of thyroxine and DCA 
only slightly reduced the excessive ribo- 
flavine excretion and since the urinary excre- 
tion of riboflavin was not greatly increased 
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in adrenalectomized rats, Ponz has drawn the 
conclusion that thyroxine inhibits riboflavin 
phosphorylation and at the same time favours 
the breakdown of the really phosphory- 
lated riboflavin. This effect is only slightly 
inhibited by the adrenal glands; when these 
are removed, thyroid hyperfunction develops. 

On the basis of this research, De Candis 
and Pelosio (25) have studied the urina 
excretion of riboflavin in patients with 
Basedow’s disease and in patients treated 
with thyroxine. In both of these diseases 
they have found increased excretion of ribo- 
flavin, which was not restored to normal 
by the administration of adrenal cortex ex- 
tracts. 

In rats to whom thyroxine was admi- 
nistered Sure and Ford Jr. (26) also observed 
that, besides an increased riboflavin excretion, 
the mean flavine content of their liver dimi- 
nished to 38.5 micrograms/g in comparison 
with a mean content of 43.4 micrograms/g 
of controls. The administration of vitamin C 
increased this effect of thyroxine. Barbieri et 
al. (27) claim that hyperthyroidism determined 
by X-ray irradiation of the thyroid dimi- 
nished riboflavine excretion. 

The action of endocrine glands on ribofla- 
vin metabolism is well known, but unfortu- 
nately a clear picture of their effect at the 
moment cannot be made, owing to the lack 
of agreement existing between researchers 
and because of the different methods em- 
ployed. Some Authors have studied on the 
urinary excretion of riboflavin, whilst others 
have tested the riboflavin concentration in 
the liver and in other organs, but have very 
seldom distinghuished between free riboflavin 
and flavine nucleotides. 

At the present we can draw the conclusion 
that most probably the adrenal cortex and 
thyroid have an antagonistic action on ribo- 
flavin metabolism. While the adrenal cortex 
favours the absorption of riboflavin and the 
formation of its nucleotides, the thyroid deter- 
mines the breakdown of the latter and the 
excretion of riboflavin. 

In accordance to these studies we investi- 
gated the riboflavin and especially the FAD 
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content of the liver of hypophysectomized 
and thyroidectomized rats and of rats treated 
with ACTH, thyroxine, insuline and alloxan. 
We selected 36 male rats of the same stock 
and age, fed on a standard diet containing 
an average of 10 micrograms daily of ribo- 
flavine. The experiments were performed 
during the same season in order to avoid 
seasonal modifications of the riboflavin con- 
centration in the liver. 
The rats were treated as follows: 
first group - 6 rats — controls; 
second group - 6 rats — hypophysectomiz- 
ed 15 days earlier; 
third group - rats — hypophysectomiz- 
ed and _ treated 
with a daily dose 
of 1.5 mg of 
ACTH for 10 
days; 
fourth group - 4 rats — thyroidectomized; 
15 days before; 
4 rats — treated with a dai- 
ly dose of 100 mi- 
crograms of thyro- 
xine for 6 days; 
6 rats — treated with a dai- 
ly dose of 0.3 
LU. of insulin 
for 10 days and 
killed during hy- 


poglycemic coma; 


fifth group 


sixth group 


TABLE - Mean values expressed in micrograms/100 g of fresh liver 


seventh group - § rats — treated with a dose 
of 200 mg/Kg of 
alloxan and kil- 
led after 3 days 
during hypergli- 


cemic coma. 


We employed the method suggested by 
Bessey et al. (28), slightly modified. With 
this method the riboflavin + FMN and the 
FAD concentration in the liver can be deter- 
mined because of the different degrees of 
fluorescence of these substances when submit- 
ted to ultraviolet rays. The results of our 
research are given in the following table. 


RESULTS 


The mean total of flavine concentration in 
the liver of normal rats was of 1334.4 micro- 
grams per 100 grams of fresh tissue. The ri- 
boflavin + FMN concentration was of 370.3 
micrograms (27.7%) whilst the FAD con- 
centration of 964.1 micrograms (72.3%). 
It is very difficult to compare these results 
with those given by other Authors, as the 
flavine concentration in the liver varies 
remarkably, according to the diet, season and 
age of the animal. Singher et al. (29) found 
10.3 micrograms/g in the liver of undernou- 
rished rats and 25.4 micrograms/g in nor- 
mal rats. Cimino (30) observed 6.9 micro- 
grams/g in normal rats and 3.76 micrograms/g 
in rats with scurvy. 


number 

Groups of rats of rats B, + FMN °o FAD % Total 

6 370,3 27:7 964,1 7253 1334.4 
| Hypophysectomized 6 303,- 14,3 1799.2 85,7 2102,2 
| Hypophysectomized+ACTH............ 5 304,9 13,9 1878 ,3 86,1 2183,2 
4 293,1 20,8 I1I3,1 79,2 1406,2 
| Treated with thyroxine ............... 4 299,2 43,3 391,1 $6,7 690,3 
Treated with insuline 6 394,53 20,4 1418,2 79,6 1931,5 
Treated with alloxan 5 49559 26,5 1372,3 7355 1868 ,2 
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Minibeck and Verzar (31) reported 1120 
micrograms/100 g with Kuhn’s method and 
1408 micrograms/100 g with Emmerie’s 
method. The Authors of the method that we 
employed were able to ascertain a total 
flavine content of 3710 micrograms/100 g 
in normal rats (FAD 79%) and of 1160 
micrograms/100 g in undernourished rats 
(FAD 91%) (28). The total flavine content 
of the liver of rats killed 15 days after hypo- 
physectomy was considerably higher than 
controls (57%), with mean values of 2102.2 
micrograms/1oo g of fresh tissue. 

This increased flavine content was almost 
completely due to FAD, which reached 
1799.2 micrograms/100 g, i.e. 85.7% of 
the normal. 

The daily administration of 1.5 mg of 
ACTH for 10 days did not influence the ef- 
fects of hypophysectomy. This fact further 
confirms the results obtained. In fact, the 
total flavine concentration in the liver of 
these rats was of 2183.2 micrograms/1oo g, 
ic. 1878.3  micrograms/10oo g of FAD 
(86.1%) and 304.9 micrograms/10o g of 
riboflavin + FMN (13.9%). 

The mean flavine concentration 15 days 
after thyroidectomy was of 1406.2 micro- 
grams/100 g, i.e. 1113.1 of FAD (79.2%) 
and 293.1 of riboflavin + FMN (20.8%). 
The variation from normal was very slight. 

Marked modifications of the flavine content 
of the liver took place after a 6 day treatment 
with 100 micrograms daily of thyroxine. 
The mean flavine content decreased to 690.3 
micrograms/10o g, which represents a dimi- 
nution of 48% in comparison with controls. 
The FAD concentration diminished to 391 
micrograms/t0o g (only 56.7%), whilst ribo- 
flavin FMN varied but little, averaging 
299.2 micrograms/too g (they increased to 
43-3 %)- 

The mean flavine concentration in the rats’ 
liver after a 10 day treatment with 0.30 I.U. 


of insulin daily and killed during hypogli-. 


cemic coma was of 1931.5 micrograms/10o 
g, ie. 1537.2 of FAD (79.6%) and 394.3 of 
riboflavin + FMN (20.4%). The total 
flavine content in comparison with controls 


152 


was increased of 44%, whilst the FAD con- 
tent was not excessively modified (79.6% in 
comparison with 72.3% of controls). The 
mean total of flavine concentration in the 
liver of rats treated with 200 mg/Kg of 
alloxan and killed after 3 days during Seeld 
glicemic coma was of 1868.2 micrograms/100 
g, ic. 1372 of FAD (73.5%) and 495.9 of 
riboflavin + FMN (26.5%). The total 
flavine in comparison with controls was in- 
creased of 40%, whilst the FAD percentage 
did not undergo modifications. 


DISCUSSION 


From the above mentioned results, we 
can deduce that the modifications of the 
flavine concentration in the liver are nearly 
always due to variation of the FAD. Only 
in alloxan - treated rats, the total riboflavin 
increases, whilst the FAD concentration in 
the liver remains unaltered. We have only 
taken into consideration the FAD concen- 
tration in the liver, which is an index of 
the different hormonal actions on the pho- 
sphorylation of riboflavin, i.e. on the reaction: 


FMN + ATP enzyme? FAD + 2H;PO, 


We do not consider here the causes which 
determine the varation of the FAD concen- 
tration in the liver. These may act by inter- 
fering with the synthesis or with the break- 
down of this nucleotide or, as Ponz suggests 
(24), with both these mechanismus. 

Riboflavin, either because of impaired FAD 
synthesis or because of its increased break- 
down is promptly excreted. This is proved 
by the fact that the modifications of the total 
flavine concentration in the liver are depen- 
dent on the variations of its FAD content. 

We will now discuss our results in the 
same chronological order kept during the 
research: 


1) after hypophysectomy the FAD con- 
centration in the liver was remarkably in- 
creased. As this result may be dependent on 
an adrenal or thyroid hypofunction, we 


started by treating hypophysectomized rats 
with ACTH. 
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2) The FAD concentration in the liver 
of hypophysectomized rats treated with ACTH 
was higher and more homogeneous than in 
controls. 


Thus we excluded an adrenal interference. 

Owing to the lack of a sufficiently purified 
STH preparation, we have studied the FAD 
concentration in the liver of thyroidectomized 
rats and of rats treated with thyroxine. 


3) The FAD concentration in the liver 
was only slightly increased after thyroidec- 
tomy. This result suggests that the increased 
FAD concentration after hypophysectomy is 
prevalently dependent of pituitar insuffi- 
ciency. 

4) The FAD concentration in the liver 
greatly diminished after administration of 
thyroxine. Thus, the inhibiting action of 
thyroxine on the FAD concentration is 
demonstrated. This remarkable result may 
be due to a stronger action of hyperthyroid- 
ism than of hypothyroidism on the FAD 
concentration. In fact, thyroidectomy re- 
sulted in a much lower variation of the FAD 
concentration in the liver. The administra- 
tion of thyroxine enhances the effects of 
thyroidectomy. 

We then proceded to investigate whether 
the increased FAD concentration in the liver 
of hypophysectomized rats was due to pitui- 
tary hypofunction or to the release of an 
antagonistic factor. In order to establish if 
the pituitary antagonized the insulin secreted 
by the pancreas, we treated some rats with 
insuline and some with alloxan. 


5) After the administration of insulin, 
in doses determining hypoglycemic coma, 
there was still a significant increase of the 
FAD concentration in the liver, which was not 
so marked as after hypophysectomy. This 
result proves the existence of an antagonism 
between insulin and the pituitary secretion 
in the regulation of the FAD concentration 
in the liver. This effect is similar to that 
exerted on hexokinase. 


6) A slight increase of the FAD concen- 
tration in the liver developing during diabetes, 
was determined by alloxan administration. 


The pituitary may inhibit insulin action, 
because in hypoglycemic coma the FAD con- 
centration did not increase as after hypophysec- 
tomy. On the contrary it does not appear 
that insulin inhibits the hypophysis, because 
removal of insulin does not affect the FAD 
concentration. 


CONCLUSIONS 


Our results enable us to draw the following 
conclusions: 


1) during thyroid hyperfunction the FAD 
concentration in the liver is markedly reduced. 

2) The hypophysis may directly inhibit 
the action of insulin on the FAD concentra- 
tion in the liver. Indirectly, because of the 
scarce results obtained, it may balance the 
actions of the thyroid and adrenal cortex. 
This hypothesis is also held by Ponz (24). 


SUMMARY 


The Author has studied the riboflavin + FMN 
and the FAD concentration in the liver of hypo- 
physectomized rats, of hypophysectomized rats 
treated with ACTH and of rats treated with thyrox- 
ine, insulin and alloxan. Some rats had also been 
thyroidectomized. The FAD concentration in the 
liver decreased during hyperthyroidism, whilst it 
increased after hypophysectomy. The Authors have 
not been able to ascertain any remarkale variation 
of the FAD concentration in the liver after thyro- 
idectomy and after the administration of insulin 
and alloxan. 


RIASSUNTO 


Influenze ormonali sul metabolismo della riboflavina. 

Gli Autori hanno effettuato il dosaggio della ri- 
boflavina libera + FMN e del FAD nel fegato di 
ratti variamente trattati: ipofisectomizzati, ipofisecto- 
mizzati e trattati con ACTH, tiroidectomizzati, 
trattati con tiroxina, insulina, allossana. Nell’iper- 
tiroidismo da tiroxina é stata notata una diminu- 
zione del FAD che risulta invece aumentato dopo 
ipofisectomia. Non sono state osservate variazioni 
notevoli del FAD dopo tiroidectomia e dopo trat- 
tamento con insulina e allossana. 


RESUME 


Influences hormonales sur le métabolisme de la riboflavine. 


Les auteurs ont effectué le dosage de la riboflavine 
libre + FMN et du FAD dans le foie de rats soumis 
a des traitements divers: hypophysectomisés et 
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traités par ACTH, thyroidectomisés, traités par 
thyroxine, insuline, alloxane. Dans l’hyperthyroidie 
par thyroxine il a été constaté une diminution du 
FAD qui accuse en revanche une augmentation 
aprés hypophysectomie. Aucune variation notable 
du FAD n’a été observée aprés thyroidectomie et 
apres traitement par insuline et alloxane. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Ueber Hormoneinfliisse auf den Riboflavinstoffwechsel. 


Verff. haben das freie Riboflavin zusammen mit 
dem FMN und das FAD der Leber verschiedenartig 
vorbehandelter Ratten quantitativ bestimmt: nach 
Hypophysektomie, nach ACTH-Vorbehandlung, 
nach Schilddriisenentfernung, nach Thyroxin-, Insu- 
lin-und Alloxanbehandlung. Beim Thyroxinhyper- 
thyreoidismus wurde eine FAD-Abnahme festgestellt, 
eine Zunahme hingegen nach Hypophysektomie. 
Nach Schilddriisenentfernung und nach Insulin-und 
Alloxan-Vorbehandlung hingegen wurden keine 
nennenswerten Schwankungen des FAD-Gehaltes 
beobachtet. 


RESUMEN 


Influencias hormonales sobre el metabolismo de la ri- 
boflavina. 


Los autores han efectuado la determinacién de 
la riboflavina libre + FMN y del FAD en el higado 
de ratas tratadas de distintas maneras: hipofisecto- 
mizadas y tratadas con ACTH, tiroidectomizadas, 
tratadas con tiroxina, insulina, aloxan. En el hiper- 
tiroidismo por tiroxina se ha observado una dismi- 
nucién del FAD, que en cambio aumenta después 
de hipofisectomia. No se han observado variaciones 
notables del FAD después de tiroidectomia ni des- 
pués de tratamiento con insulina y aloxdn. 
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ISTITUTO DI PATOLOGIA MEDICA DELL’UNIVERSITA DI MILANO 
(Direttore: Prof. G. Melli) 


La riboflavinemia nelle epatopatie 


A. M. BERTOLINI - G. CAVAGNA 


La lesione della cellula epatica é causa di 
un’alterazione del metabolismo intermedio 
lipidico, glicidico, protidico con una dimi- 
nuzione dei composti fosforilati a legame 
ricco di energia e dei coenzimi, catalizzatori 
essenziali del metabolismo stesso; tra questi 
particolare importanza hanno i prodotti di 
fosforilazione della riboflavina: FlavinMono- 
Nucleotide (FMN) e FlavinAdenilDinucleo- 
tide (FAD), sintetizzati secondo le seguenti 
reazioni: 


Riboflavina + ATP flavokinasi 


FMN + ATP FAD + 2 

Gli enzimi corrispondenti o flavoproteine 
di cui é ricco il fegato sono: l-aminoacido- 
-deidrogenasi, TPN-citocromo-C-reductasi, |- 
-idrossiacido deidrogenasi, d-aminoacido dei- 
drogenasi, DPN-citocromo-C-reductasi, al- 
xantina ipoxantina- 
-deidrogenasi, fumarico-reductasi, acetilcoen- 
zima A deidrogenasi e aspartico-deidroge- 
nasi (1). 

Il FAD si forma nel fegato, nel cervello, 
nel rene, nell’intestino, nel cuore, nei muscoli 
scheletrici e nelle cellule ematiche; esso é 
stato isolato da Warburg e Christian (2) ¢ 
sintetizzato da Keilin e Hartree (3). ° 

Gli alimenti forniscono la vitamina B, in 
parte libera ed in parte fosforilata e legata 
ad una molecola proteica 0 apoenzima, che 
é ricco in arginina, lisina e di gruppt SH 
liberi; nel processo di digestione si ha pro- 
babilmente la separazione del coenzima dal 
suo apoenzima e la scissione del legame fo- 
sforico; la vitamina sarebbe poi rifosforilata 
nell’attraversare la mucosa intestinale (4, 5, 6). 


FMN + ADP 


La sintesi da parte della flora intestinale é 
condizionata alle modificazioni dell’ambiente 
ed alla dieta, essa é inibita dai grassi, da glu- 
cosio, lattosio e cellulosa, mentre é favorita 
da destrina ed amido di mais; |’assorbimento 
é danneggiato dalle gravi turbe digestive. 

Ueliminazione urinaria della riboflavina é 
di circa 300-800 gamma ed aumenta nei sog- 
getti in deficit proteico; il contenuto fecale é 
costante per un dato individuo, ma varia da 
soggetto a soggetto. 

La riboflavina iniettata endovena si accumula 
nel fegato ed in parte viene eliminata con la 
bile, mentre una piccola quota é trattenuta 
dalle cellule di Kupfer in combinazione pro- 
teica (7). 

Nel sangue la vitamina B, nelle sue varie 
frazioni ¢ contenuta prevalentemente nelle 
cellule; la quota plasmatica é legata per la 
massima parte alle albumine e minimamente 
alle globuline sotto forma di estere flavinfo- 
sforico (8). Non esiste un accordo sui valori 
di riboflavinemia che risultano diversi a se- 
conda della metodica seguita dai vari Autori: 
Strong e Coll. hanno trovato con metodo 
microbiologico 49 gamma % ml di sangue 
in toto (9); quantita cosi elevate sono state 
determinate anche da Graziani e Giordano, 
checon metodo fluorimetrico hanno riscontrato 
valori varianti da 45 a 70 gamma % ml (10). 

Burch ¢ Coll. invece, sempre con il metodo 
fluorimetrico, hanno ottenuto risultati molto 
dissimili: nel siero 3,9 gamma % ml, nel sangue 
in toto 12,2 gamma % ml (11); valori in ac- 
cordo con quelli riferiti da Fujita e Yamadori 
(12) che hanno seguito il metodo della lumi- 
flavina: 7,4 gamma % ml di sangue in toto, 
distribuiti nel plasma 1,9 gamma, negli eri- 


155 


33. - 
i, 35, 
Har- 
. and 
VER- 
76. - 
1936, 
Arch., 
nzy- 
RE L. 
Th: > 
719. - 
Biol. 
and 
07. 
Med., 
-R. 
47.- 
80. - 
oc. It. 
F.C. 
1948, 
Paris, 
NG. 
4. 
1938, 
F, - 
1A S. 
93.- 
943, 
UM- 
inf., 
._H. 
$5. - 
. Jr., 
944, 
per., 
F. - 


trociti 4 gamma, nei leucociti 0,8 gamma, 
nelle piastrine 0,7 gamma. Kerppola, usando 
il metodo della lumiflavina proposto da Fujita 
e Yamadori, ha riscontrato in sessanta persone 
normali i seguenti valori medi: 6,68 gamma 
% ml di sangue, di cui 5,51 gamma (84,3 %) 
esterificati (1). 

Noi, seguendo la metodica proposta da 
Burch e Coll., abbiamo ottenuto in soggetti 
normali i seguenti valori medi: 


In gamma % ml sangue in toto: 
Riboflavina libera + FMN 2,23 (31,8%) 
FAD 4,78 (68,2%) Totale 7,01. 

In gamma % grammi di sangue in toto 
peso secco: 

Riboflavina libera + FMN 8,95 (31,6%) 
FAD 19,35 (68,4%) Totale 28,30. 


TaBELta I - Valori in gamma % ml sangue totale e gamma % eso secco. 
g g 


del metodo di Burch e Coll. (11). I soggetti 
affetti da cirrosi erano tutti nella fase asci- 
tica della malattia ormai da tempo ed ave- 
vano subito ripetute paracentesi; le prove 
di labilita colloidale erano fortemente po- 
sitive, il quadro elettroforetico plasmatico 
caratteristico; in tutti erano evidenti i segni 
di insufficienza epatica, per due casi si ebbe 
l’exitus nel volgere di circa un mese. I cinque 
casi di epatite acuta sono stati esaminati, nella 
prima settimana di malattia, in fase di acuzie; 
tutti presentavano bilirubinemia elevata, prove 
di labilita colloidale fortemente positive ed 
evidenti segni di insufficienza epatica; l’evo- 
luzione clinica della malattia é stata benigna in 
tutti i casi. 

Dai dati esposti nella tabella II risulta evi- 
dente una tendenza all’aumento della riboflavi- 


Riboflavina + FMN 
Soggetti normali 


% ml % 
1,23 5,66 
2 1,57 6,35 
3 3,06 12,09 
4 3,62 13,26 
5 2,05 8,58 
6 1,39 $530 
7 2,73 11,42 

Media 2,23 8,95 
31,8% 31,6% 


Il comportamento della riboflavinemia negli 
epatici é stato scarsamente preso in conside- 
razione; Kerppola ha constatato in quattro 
cirrotici un aumento nel sangue della ribofla- 
vina libera ed esterificata (1). 

Travia e Coll. hanno osservato in pazienti 
affetti da cirrosi epatica (13) ed epatite acuta 
(14) una diminuita eliminazione urinaria di 
riboflavina spontanea e dopo carico; nelle 
forme acute dopo remissione della malattia 
il quadro si normalizza. 

Noi abbiamo dosato i tassi di riboflavina 
nel sangue di sette pazienti affetti da cirrosi 
epatica tipo Morgagni-Laennec e di cinque 
pazienti affetti da epatite acuta servendoci 
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FAD Totale 

% mil % ml } 
4,18 19,26 5,41 24,29 
5,38 21,78 6,95 28,13 
5,21 20,58 8,27 32,67 
5,50 20,14 9,12 33,40 
5,43 22,72 7,48 31,30 
4519 15,99 5,58 21,29 
3,58 15,04 6,31 26,46 
4,78 19,35 7,01 28,30 

68,2% 68,4% 


nemia nelle epatopatie; tale aumento gia ac- 
centuato nei casi di cirrosi (69% per i valori 
dati in peso secco di sangue), diventa vera- 
mente notevole nei casi di epatite acuta: 
132% in media per i valori dati in peso secco; 
da rilevare inoltreé una modesta oscillazione 
d¢i valori percentuali di FAD che aumentano 
lievemente nei cirrotici, mentre subiscono una 
diminuzione nei casi di epatite acuta. In tre 
dei pazienti affetti da epatite acuta abbiamo 
potuto constatare che l’aumento del tasso 
riboflavinemico regredisce a valori normali 
dopo la remissione della malattia. 
L’interpretazione del fenomeno non pud es- 
sere univoca. Non é da prendere in conside- 
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TABELLA II - Valori in gamma % ml sangue totale e gamma % g peso secco. 


Riboflavina + FMN | FAD Totale 

% mi %& } % mi % & % mi % & 

Media normali 7 casi... . 2,23 8,95 4,78 19,35 7,01 28,30 
| 31,6% 68,2% 68,4 % 

CHIE 3,59 22,15 3,00 18,51 6,59 40,66 

2,84 12,03 5,84 24,74 8,68 36,77 

1,35 6,36 6,06 28,58 7.41 34,94 

2,90 12,59 5,89 25,38 8,79 37,88 

4,18 24,88 10,— $9,52 14,18 84,40 

0,13 0,60 12,23 57,14 12,36 57574 

1,47 7,94 6,39 34,54 7,86 42,48 

Media 7 CaSi.........06 2,35 12,36 7,05 35,48 9,40 47,84 
25% 25,8 % 75 % 7452 % 

Epatite acuta .......... 6,05 38,77 8,79 56,34 14,84 95,11 

1,97 9,89 8,45 42,46 10,42 $2,35 

9,42 46,40 11,68 57»24 21,10 103,64 

4,08. 15,51 6,74 25,62 10,82 41,13 

3,79 15,53 $525 21,51 9,04 37,04 

Media § CaSi.......005- 5,06 25,22 8,18 40,63 13,24 65,85 
38,3 % 38,3 % 61,7% 61,7% 


razione evidentemente un/alterazione del- 
l'assorbimento della vitamina, bensi del suo 
consumo e della sua eliminazione. 

L'iperriboflavinemia pud essere quindi do- 
vuta: 

1) a deficiente utilizzazione di coenzimi 

per la lesione della cellula epatica o a dimi- 
nuita attivita fosfatasica; 


2) all’alterazione qualitativa quanti- 
tativa, negli epatici, delle albumine seriche, 
secondo Schubert vettori della vitamina (8), 
che o per squilibrio di legame o per blocco 
dei gruppi SH contenuti nell’apoenzima, im- 
pedisce l’utilizzazione della vitamina. A favore 
di questa ipotesi é il normalizzarsi dei dati ri- 
boflavinemici con il ripristino negli epatici 
acuti della crasi proteica a guarigione avvenuta; 

3) a diminuita eliminazione attraverso la 
bile, per diminuita attivita della cellula epatica; 

4) diminuita  eliminazione urinaria, 
forse, per compartecipazione renale all’cpa- 
topatia; ipotesi che potrebbe essere soddi- 
sfacente nelle forme di epatite acuta, meno 
per le forme croniche e che trova appoggio 
nei dati ottenuti da Travia e Coll. (14). 


RIASSUNTO 


E stato effettuato il dosaggio della riboflavina to- 
tale, della riboflavina libera + FlavinMonoNucleo- 
tide e del FlavinAdenilDinucleotide nel sangue di 
soggetti normali e di epatopazienti. E stato notato 
un aumento della riboflavinemia in media del 69% 
in sette casi di cirrosi epatica di Morgagni-Laennec 
e del 132% in cinque casi di epatite acuta. 


RESUME 
La riboflavinémie dans les hépatopathies. 


Les auteurs ont effectué le dosage de la riboflavine 
totale, de la riboflavine libre + FlavineMonoNucléo- 
tide et du FlavineAdénylDinucléotide dans le sang 
de sujets normaux et de sujets hépatiques. Ils ont 
constaté que la riboflavinémie avait augmenté de 
69 % en moyenne dans 7 cas de cirrhose hépatique 
de Morgagni Laénnec et de 132 % dans § cas 
d@hépatite aigué. 


SUMMARY 
Riboflavinemia in hepatopathy. 


The total riboflavin, free riboflavin plus flavin 
mononucleotide and flavin adenylnucleotide in the 
blood of normal subjects and patients with liver 
trouble has been estimated. An increase of the ri- 
boflavinemia averaging 69% in seven cases of Mor- 
gagni Laennec hepatic cirrhosis and of 132% in five 
cases of acute hepatitis has been observed. 
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ZUSAMMENFASSUNG 


Die Riboflavinémie bei Leberkrankheiten. 


Es wurde die quantitative Bestimmung des Ge- 
samtriboflavins, des freien Riboflavins mit dem 
Flavinmononucleotid und des Flavinadenyl-Dinucle- 
otids im Blute gesunder und leberkranker Personen 
ausgefiihrt. Es wurde eine durchschnittliche 69-pro- 
zentige Steigerung der Blutriboflavinwerte bei 7 
Fallen Morgagni-Laénnec’scher Leberzirrhose und 
eine 132-prozentige Steigerung bei 5 Fallen akuter 
Hepatitis festgestellt. 


RESUMEN 


La riboflavinemia en las hepatopatias. 


Se ha efectuado la determinacién de la riboflavine- 
mia total, de la riboflavina libre + FlavinMono- 
Nucledtido y del FlavinAdenilDinucledtido en la 
sangre de sujetos normales y en la de sujetos afectos 
de hepatopatias. Se ha comprobado un aumento 
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de la riboflavinemia en un término medio del 69 % 
en 7 casos de cirrosis hepatica de Morgagni Laénnec 
y del 132% en § casos de hepatitis aguda. 
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LABORATORI DELLA DIREZIONE MEDICA CENTRALE DELLA LEPETIT S. p. A. - MILANO 
(Direttore: Prof. F. M. Chiancone) 


Il difosfopiridin-nucleotide ossidato e ridotto nel fegato 
di ratti in carenza tiaminica 


V. FERRARI 


I] comportamento del difosfopiridin-nucleo- 
tide(DPN) e delle due frazioni ossidata (DPN*) 
e ridotta (DPNH) nel fegato nell’avitami- 
nosi B, pud considerarsi un aspetto impor- 
tante sia della relazione intervitaminica tia- 
mina : acido nicotinico, sia della particolare 
situazione metabolica del tessuto tiamino- 
-carente. 

La possibilita che la concentrazione di DPN 
totale epatico in ratti tiamino-carenti sia 
abbassata rispetto a controlli alimentati ad 
libitum & indirettamente deducibile dai ri- 
sultati di Bhagvat e Devi(1) sul contenuto 
di « acido nicotinico » nel fegato; la omissione 
di controlli ad alimentazione appaiata impe- 
disce perd di distinguere l’effetto della ca- 
renza da quello della subinanizione come tale. 
Riguardo alla disponibilita totale di DPN 
é significativa anche l’osservazione di Qua- 
gliariello e Coll. (2), i quali hanno rilevato 
che negli omogenati di fegato e rene di co- 
lombi beri-berici la capacita di sintetizzare 
nicotinamide da nicotinato d’ammonio era 
depressa. 

Il rapporto DPN+/DPNH nel fegato é gia 
stato studiato in altre condizioni di alterato 
metabolismo intermedio, e precisamente nel 
digiuno e nel diabete da allossana; i risultati 
sono stati tuttavia contradditori, avendo un 
gruppo di ricercatori rilevato in entrambe le 
condizioni un netto aumento di tale rapporto 
dovuto soprattutto a diminuzione di DPNH 
(Helmreich e Coll.: 3), e l'altro gruppo invece 
il fenomeno inverso (Glock e McLean: 4). 

La presente ricerca, compiuta in parallelo 
su ratti a dieta tiamino-carente e su altri che 


ricevevano un supplemento di tiamina ed 
erano alimentati o ad libitum o con una quan- 
tita giornaliera di cibo uguale a quella con- 
sumata dai ‘ratti tiamino-privi, avrebbe per- 
messo di raccogliere, accanto ai dati sull’avi- 
taminosi B,, Sidi utili anche in ordine 
al problema tuttora aperto delle conseguenze 
della subinanizione sia sul DPN totale del 
fegato sia sulle sue frazioni DPN+ e DPNH. 

Nel fegato tiamino-carente, lo studio di 
queste frazioni ¢ sembrato particolarmente 
interessante in considerazione del fatto che 
il sistema DPN funge da.immediato vettore 
di elettroni in corrispondenza di diverse 
reazioni ossido-riduttive del metabolismo in- 
termedio, alcune delle quali, come quelle 
piruvato — «acetato» e a-chetoglutarato — 
succinato, sono dipendenti anche dal piro- 
fosfato di tiamina (cf. per es., Rossi-Fanelli: 
5, ¢ Reed: 6). 


MATERIALE E METODI 


Ho sperimentato su ratti maschi, di ceppo Wistar, 
di 30 giorni di eta e del peso di 60-70 g, posti dal- 
Vinizio dell’esperimento a dieta della seguente com- 

osizione (p. 100): caseina priva di fattori idroso- 
ubili 18, amido di riso §8, saccarosio 10, olio di 
arachidi 10, miscela salina di Osborne-Mendel 4, 
vitamina D $0 U.L., vitamina K 20 wg; essa era inte- 
grata con i seguenti supplementi vitaminici: ribo- 
flavina 20 wg, piridossina 30 ug, nicotinamide 300 ug, 
Ca pantotenato s0 ug, PABA 3 mg, biotina 0,5 ug, 
acido folico 1 wg, vitamina B;2 0,1 ug, inosite 1,5 mg, 
colina 3 mg, (tutti una volta al giorno, per via ga- 
strica) e vitamina A 350 U.I. (una volta la settimana). 
Per i ratti di controllo il supplemento vitaminico 
era completato con 10 wg di tiamina al giorno. 

La durata del periodo sperimentale é stata di 25-26 
giorni. Al termine di questo periodo i ratti tiamino- 
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-carenti, dopo l’iniziale fase di crescita, erano gia 
ritornati al peso corporeo di partenza e presentavano 
un consumo di cibo estremamente ridotto (1-2 g al 
giorno). Prima del sacrificio tutti gli animali sono 
stati tenuti a digiuno per 6 h, dopo aver fatto con- 
sumare ai controlli a dieta pari (praticamente gia 
a digiuno da 24 h perché consumavano subito la 
orzione che veniva loro data ogni mattina) 1/4 della 
oro spettanza giornaliera. 

La determinazione del DPN+ e del DPNH é 
stata eseguita col metodo di Holzer e Coll. (7), 
il quale si basa sull’estrazione separata delle due 
frazioni (DPN* in acido, DPNH in alcali a caldo) 
e sul loro dosaggio, previo aggiustamento del pH, 
con alcool-deidrogenasi (ADH): 


ADH 


+ DPN+ 


Per il dosaggio del DPN+, l’ADH viene fatta agire 
in condizioni di equilibrio completamente spostato 
verso destra (eccesso di alcool in presenza di semi- 
carbazide per bloccare l’aldeide) seguendo allo spet- 
trofotometro l’aumento di assorbimento a 340 mu 
dovuto alla trasformazione del preesistente DPN* in 
DPNH. Con laltro estratto, contenente DPNH, 
si fa procedere la reazione in direzione opposta (ec- 
cesso di acetaldeide), misurando in questo caso la 
diminuzione di assorbimento a 340 mu dovuta alla 
ossidazione del DPNH a DPN+. 


RISULTATI E CONCLUSIONI 


I risultati sono riferiti nella tabella. 


Il fegato dei ratti di controllo alimentati 
ad libitum con dieta supplementata di tiamina 
ha presentato in media un rapporto DPN+/ 
DPNH di 2,02, con una concentrazione di 
DPN totale (DPN+ + DPNH) di 656 g/g. 
I corrispondenti valori trovati da altri autori 
sono stati per es.: 2,60 e 437 (Helmreich e 
Coll.: 3); 1,52 e 863 (Spirtes e Eichel: 8); 
2,70 e $68 (Glock e McLean: 4). Gli animali 
paragonabili a quelli della presente ri- 
cerca (ceppo, sesso, eta) sono quelli usati 
da Spirtes e Eichel (I. c.). 

I valori ottenuti sul fegato dei ratti tia- 
mino-carenti differiscono da quelli dei con- 
trolli alimentati ad libitum soprattutto per una 
diminuita concentrazione di DPNH (125 ug/g 
rispetto a 217 ug/g); uesta, insieme con 
una di per sé non significativa diminuzione 
del DPN*, é responsabile di un significativo 
abbassamento del livello di DPN totale (527 
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ug/g rispetto a 656 ug/g). Paragonando in- 
fine i risultati dei ratti di controllo ad ali- 
mentazione appaiata (B nella tabella) con 
= dei carenti, si rileva che l’abbassamento 
el DPNH epatico riscontrato nei ratti a 
dieta tiamino-priva é imputabile in massima 
parte alla ridotta ingestione di cibo: rimane 
tuttavia, tra ratti carenti e controlli ad ali- 
mentazione appaiata, una differenza significativa 
(125 mg/g rispetto a 159 ug/g) che starebbe 
a rappresentare la diminuzione del DPNH 
epatico attribuibile alla carenza tiaminica. Le 


CH;CHO + DPNH + Ht 


differenze tra questi due gruppi di animali si 
annullano se si considerano i risultati sul fegato 
«in toto» invece che per unita di peso di tes- 
suto fresco. 

Il rapporto DPN+/DPNH nel fegato di 
ratto a dieta tiamino-carente ha presentato 
un innalzamento (3,22), con una differenza 
nettamente significativa rispetto ai controlli 
alimentati ad libitum (2,02), non significativa 
invece rispetto a quelli « ent Hg (2,52). 

Le pes cone che si possono trarre da 
questi risultati sono pertanto le seguenti: 

a) Yinanizione parziale di per s¢ comporta 
una diminuzione dl livello epatico di DPN, 
che @ in prevalenza dovuta ad abbassamento 
della frazione DPNH; 


b) leffetto della carenza tiaminica é sostan- 
zialmente simile a quello della subinanizione 
di per st, sebbene sia da segnalare che, a pa- 
rita di quantita di dieta ingerita, la diminu- 
zione di concentrazione (non del contenuto 
totale) di DPNH nel fegato é stata signifi- 
cativamente pitt pronunciata nei ratti tiamino- 
-carenti che nei controlli. 


Un fattore comune alle due condizioni, 
capace di contribuire alla diminuzione del 
DPNH, potrebbe identificarsi soprattutto con 
la insufficienza del substrato, disponibile sia 
per la glicolisi (che riduce il DPN+ in corri- 
spondenza della reazione: 3-fosfogliceraldeide 
+ acido 3-fosfoglicerico) che per il metabo- 
lismo ossidativo (riduzione del DPN*+ si ha 
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TABELLA - DPN ossidato e ridotto nel fegato di ratti tiamino-carenti e controlli 
(medie + errore standard) 


| Controlli |  Controlli p 
alimentati «pair-fed» (Tiamino-carenti 
«ad libitum » coi carenti delle differenze tra: 
Peso corporeo: Iniziale (g) ............. 65 + 1,1 62 + 1,1 64 + 1,2 
|) Se eee 187 + 3,4 79 + 2,4 66 + 3.4 < 0,001 < 0,001 < 0,01 
Peso (fresco) del fegato (g) ......2+.0-200 6,466 + 0,22 1,869 + 0,14 2,089 + 0,15 < 0,001 < 0,001 _— 
Concentrazione (ug/g): DPN*.......... 439 + 11,1 | 401 + 27,7 402 + 21,5 
DPNH ......... 217 + 16,2| 159+ 11,5; 126+ 9,7) < 0,02 < 0,001 < 0,05 
DPN++DPNH.. 656 + 21,7} $60 + 35,9 | $27 + 21,2 < 0,05 < 0,001 
DPN+/DPNH .. | 2,02 + 0,15 | 2,52 + 0,18 | 3,22 + 0,36 <o,1* < 0,01 <0,r* | 
| | 
Contenuto per fegato (ug): DPN*........ 2836 + 112 749 + 92 840 + 53 < 0,001 < 0,001 — 
DPNH ....... 1403 + I10 297 + 40 261 + 37 < 0,001 < 0,001 — 
DPN++DPNH | 4239 + 195 1046 + 129. + 77 < 0,001 < 0,001 


(*) In genere i valori di P non significativi (> 
t sono molto vicini alla significativita. 


a livello delle reazioni: piruvato — « acetato », 
a-chetoglutarato - succinato, malato + os- 
salacetato), nei confronti della richiesta ener- 
getica. Ad accentuare il difetto di DPNH nella 
carenza tiaminica potrebbe giuocare la « spe- 
cifica» compromissione di determinate rea- 
zioni metaboliche dipendenti dal tiamin- 
-pirofosfato (decarbossilazione ossidativa del 
iruvato e dell’a-chetoglutarato). A sua volta, 
E diminuita disponibilita di DPNH potrebbe 
contribuire a spiegare la compromissione 
della lipogenesi che, come é noto (cf., per 
es. 9), si - sia negli animali tiamino-carenti 
sia nei controlli ad alimentazione appaiata; 
perché la lipogenesi avvenga é infatti neces- 
saria anche una adeguata concentrazione di 
DPNH, allo scopo di spostare |’equilibrio 
della f-chetoreduttasi verso la sintesi (10, 
II, 12, 13). 


RIASSUNTO 


Il fegato di ratti tiamino-carenti ha presentato, 
rispetto a quello di controlli alimentati ad libitum, una 
forte diminuzione del livello di DPNH ed un si- 
gnificativo aumento del rapporto DPN+/DPNH. 
Ratti di controllo sottoposti a inanizione parziale 
(alimentazione appaiata con quella dei tiamino-ca- 
renti) hanno pure presentato un abbassamento di con- 
centrazione del DPNH epatico, ma meno pronun- 
ciato di quello dei ratti tiamino-carenti; non c’é stata 


0,05) non sono stati riportati; si ¢ fatta eccezione per questi perché i rispettivi 


invece una differenza significativa nel contenuto 
totale per fegato. In entrambi i gruppi, tiamino-ca- 
renti e controlli a dieta appaiata, come effetto soprat- 
tutto della caduta del DPNH, si é avuta una signi- 
ficativa diminuzione del livello di DPN totale. 


RESUME 


Le diphosphopyridine-nucléotide oxydé et réduit dans le 
foie de rats carencés en thiamine. 

Le foie de rats carencés en thiamine a accusé, par 
rapport 4 celui des témoins alimentés ad libitum, une 
forte diminution du taux de DPNH et une aug- 
mentation significative du rapport DPN+/DPNH. 
Chez des rats témoins soumis 4 inanition partielle 
(alimentation réglée sur celle des rats carencés en 
thiamine) il a ét¢ également constaté un abaissement 
de la concentration du DPNH_ hépatique, mais 
moins prononcé que chez les rats carencés en thia- 
mine; aucune différence significative n’a été par 
contre observée en ce qui concerne le contenu total 
du foie. Dans les deux groupes (rats carencés en 
thiamine et témoins alimentés dans la méme mesure), 
il y a eu une diminution significative du taux de 
DPN total, attribuable surtout 4 la chute du DPNH. 


SUMMARY 


Oxidized and reduced diphosphopyridine-nucleotide in 
the liver of rats subjected to thiamine deficiency. 

The liver of thiamine-deficient rats showed, with 
respect to controls fed ad libitum, a pronounced de- 
crease of the DPNH level and a significant increase 
of the DPN+/DPNH ratio. Control rats undergoing 
partial inanition (pair-fed to the thiamine-deficient 
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rats) also showed a lowering of the hepatic DPNH 
concentration, but less pronounced than that in thi- 
amine-deficiency. On the other hand, there was no 
significant difference in the total contents of the liver. 
Both groups, thiamine-deficient and pair-fed controls, 
showed, mainly as a result of the fall of DPNH, a 
significant decrease of the level of total DPN. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Das oxydierte und das reduzierte Diphosphopyridin- 
Nucleotid in der Rattenleber bei Thiaminkarenz. 
Die Leber von Ratten im Thiaminkarenzzustande 

wies, mit jener von beliebig ernahrten Kontrolltieren 

verglichen, eine starke Abnahme des DPNH-Blut- 
spiegels und eine bedeutsame Steigerung des Verhilt- 
nisses DPN+/DPNH auf. Partieller Inanition (der 

Thiaminkarenzgruppe angeglichene Ernahrung) un- 

terworfene Ratten wiesen gleichfalls eine Konzen- 

trations-abnahme des Leber-DPNH auf, welche 
jedoch geringer war als bei der Thiaminkarenzgruppe; 

hingegen wurde kein nennenswerter Unterschied im 

Gesamtgehalt der Leber beobachtet. Bei beiden 

Gruppen (Thiaminkarenzgruppe und Gruppe mit 

angeglichener Diat) trat, hauptsachlich als Folge des 

DPNH-Abfalles, eine bedeutende Abnahme des 

Gesamt-DPN’s auf. 


RESUMEN 
El difosfopiridin-nucledtido oxidado y reducido en el 
higado de ratas sometidas a carencia tiaminica. 


El higado de ratas tiamino-carentes ha presentado, 
respecto al higado de testigos alimentados ad libitum, 
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una fuerte disminucién del nivel de DPNH y un 
significativo aumento de la relacion DPN+/DPNH. 
Ratas testigos sometidas a inanicion parcial (alimen- 
tacién acoplada a la de las tiamino-carentes) han 
presentado también una disminucién de concen- 
tracién del DPNH hepatico, pero menos pronun- 
ciada que la observada en las ratas tiamino-carentes; 
no ha habido en cambio diferencia significativa en 
el contenido total del higado. En ambos grupos, 
ratas tiamino-carentes y ratas testigos a dieta aco- 
plada, se ha tenido una significativa disminucién 
del nivel de DPN total, sobre todo por efecto de la 
caida de DPNH. 
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LABORATORI DELLA DIREZIONE MEDICA CENTRALE DELLA LEPETIT S.p.A. - MILANO 
(Direttore: Prof. F. M. Chiancone) 


Ricerche sperimentali sulla eliminazione urinaria 
di riboflavina, del gruppo della vitamina B, e del 
fattore PP in ratti trattati con prednisone (*) 


S. NANI 


In precedenti ricerche (Ginoulhiac e¢ Nani, 1) 
veniva studiato il comportamento dell’acido 
folico, acido folinico, vitamina B,,, acido 
pantotenico e tiamina nelle urine di ratti sot- 
toposti a trattamento con prednisone. Queste 
ricerche sono state estese ad altri fattori del 
complesso B e specificatamente alla riboflavina, 
al gruppo della vitamina B,, al fattore PP ed 
ai suoi metaboliti. 

In questo lavoro riferiamo pertanto i ri- 
sultati ottenuti dosando per via microbio- 
logica la riboflavina, il gruppo della vita- 
mina B,, la piridoxamina e piridoxale ed il 
fattore PP e per via chimica l’acido nicotinico, 
la N'-metilnicotinamide ¢ le trigonelline. 


(*) Ringraziamo vivamente il Perito Chimico Sig. A. Premoli, 
del nostro Laboratorio, per le determinazioni chimiche del- 
lacido nicotinico, della N!-metilnicotinamide e delle trigonelline. 


Giorni di osservazione 


Tali determinazioni sono state eseguite sullo 
stesso campione di urine per poter osservare 
Yinfluenza del trattamento prednisonico su 
pitt fattori vitaminici contemporaneamente. 

Per la conoscenza dei rapporti fra corti- 
sonici e livello vitaminico nei liquidi bio- 
logici, rimandiamo ai dati sulle interrelazioni 
fra cortisone e vitamine, recentemente rias- 
sunti e posti in rilievo da Chiancone (2). 
L’Autore, dopo aver passato in rassegna la 
letteratura sui rapporti fra lo steroide e le 
vitamine e, viceversa, di queste sulle pro- 
prieta del cortisone, conclude che allo stato 
attuale non é possibile dimostrare l’esistenza 
di rapporti diretti fra queste sostanze, e che 
le influenze riscontrate per alcune vitamine 
sono verosimilmente da attribuire a relazioni 
del tutto indirette. 


Schema dell’esperienza 


Animali 
2 
} (basale) (*) 
b b b 
coppie di ratti trattati con 

prednisone 
d d d 

x 

Gruppo II \ y 

coppie di ratti controllo } z 

w 


Durante il trattamento 


Dopo il trattamento 


4 6 8 2(**) | 6 (**) | (8 
a a a a a a 

b b b b b b 

c c c c c c 

d d d d d d 

x x x x 
y y y y 

z Zz z 
w w w w 


(*) = Dosaggi eseguiti solo per la vitamina gruppo Bg. 


(**) = Dosaggi eseguiti per la riboflavina, fattore PP, acido nicotinico, N'-metilnicotinamide e trigonelline. 
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Lo schema dell’esperienza ricalca in linea 
di massima quello del precedente lavoro (1). 
Anche in questo caso vengono usati 16 ratti 
maschi Wistar, del peso medio di g 158 + 6 
che sono posti a coppie in gabbie da meta- 
bolismo e suddivisi in due gruppi di 8 ratti 
ciascuno. Al I gruppo viene praticato, dopo 
alcuni giorni di ambientamento, il trattamento 
prednisonico per via endoperitoneale alla dose 
di mg 1,5/capite per otto giorni consecutivi; 
il II gruppo (controlli) riceve nelle stesse con- 
dizioni del precedente un eguale volume di 
solvente. La raccolta delle urine, sia in condi- 
zioni basali che per tutto il periodo di osser- 
vazione (durante e dopo il trattamento), 
avviene per ogni coppia di ratti e per ambe- 
due i gruppi di animali ogni 24 h. Sulle urine 
appena prelevate, dopo misurazione della 
quantita eliminata, si effettuano i dosaggi 
per via chimica, mentre per i dosaggi micro- 
biologici — allo scopo di titolare pit cam- 
pioni alla volta — le urine sono conservate a 
—30°C, temperatura che in esperienze pre- 
liminari aveva dimostrato la perfetta conser- 
vabilita dei fattori in studio. 

I dosaggi delle vitamine vengono effettuati 
secondo Il’annesso schema. Per le vitamine 
del gruppo B, non é stato possibile effettuare 
le determinazioni dopo il trattamento con 
prednisone. 

Per quanto riguarda la dieta, i ratti, come 
nella precedente esperienza, ricevevano una 
dieta sintetica completa ed equilibrata; le 
vitamine del complesso B venivano sommi- 
nistrate direttamente per sonda esofagea ed 
in quantita tali da coprire il fabbisogno gior- 
naliero. Nel citato lavoro (1) viene riportata 
anche la composizione della dieta e le moda- 
lita di somministrazione delle vitamine. 


METODICHE IMPIEGATE 


Le determinazioni microbiologiche delle vitamine B» 
e PP sono state condotte seguendo, in linea di mas- 
sima, le tecniche riportate dall’U.S. Pharmacopeia 
(3,4). I terreni usati per il mantenimento dei germi, 
per la preparazione degli inoculi e per i diversi saggi 
sono stati quelli Difco. 

Per la riboflavina TPinoculo era preparato cclti- 
vando Lactobacillus casei (ATCC 7469) in micro 
inoculum broth per 20h a 37°C; il materiale bat- 
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terico dopo lavaggio per tre volte in soluzione fi- 
siologica sterile era diluito 1:50 della coltura originale. 
Una goccia di tale sospensione rappresentava la 
quantita di germi inoculata per tubs di coltura. 
Le prove erano condotte su riboflavin assay medium 
le urine diluite 1:10 e saggiate ai volumi di 0,25- 
0,§-1 e 2 cc. La crescita batterica, dopo permanenza 
dei tubi per 20 h a 37°C, era valutata nefelometri- 
camente. 

I valori erano quindi calcolati per riferimento a 
curve standards eseguite per ogni prova. 

Il fattore PP é stato dosato con Lactobacillus 
arabinosus 17-5 (ATCC 8014). I saggi erano eseguiti 
su niacin assay medium con inoculo diluito 1:10 ed 
urine 1:200 (volumi da 0,25 a 2 cc); le modalita 
di incubazione e delle letture erano analoghe a quelle 
sopra descritte per la riboflavina. 


TaBELLA I - Eliminazione urinaria di riboflavina 
nel ratto trattato con prednisone 


my/24 h 
Giorni di Giorni dopo 
‘ trattamento trattamento 
Coppie ratti | Basale 
I GRUPPO | | 
(trattati) | 
| | | 
a 550 | 554 
b 532 552.764, 60| 
| 
c 344 | 422 490 440) €37| 400 
d 317 | 382 494 260 | 470 | 390 370 360 
II GRUPPO | 
(controlli) 
x 645 690 710 640 620 
y 640 660/664; 640 620 
370 375, 355) 90 409 
w 476 450) 440 | 430 


I valori ottenuti su ogni coppia di animali (a, b, ecc.) sono 
riferiti ad I ratto. 


I dosaggi di tutto il gruppo della vitamina Bs sono 
stati condotti con Saccharomyces carlsbergensis 
4228 secondo il metodo di Atkin e Coll. (5). Le 
urine, dopo idrolisi ed autoclavaggio, erano diluite 
1:180 e saggiate a volumi compresi da 0,25 a 2 cc. 
Le letture avvenivano per via nefelometrica dopo 
18 h a 30°C ed i valori erano calcolati per riferimento 
a curve standards preparate con diluizioni scalari 
di piridoxale. 

Per le determinazioni di piridoxamina e piridoxale 
é stato usato il metodo di Rabinowitz e Snell (6), 
che utilizza lo Streptococcus faecalis per il dosaggio 
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delle due frazioni vitaminiche. Il terreno da saggio, 
cosi come quello per l’inoculo, era preparato secondo 
la indicazione degli stessi AA. Le urine, dopo essere 
state sottoposte allo stesso trattamento di idrolisi 
usato per la determinazione di tutto il gruppo Be, 
erano diluite 1:360 (volumi da 0,25 a 2 cc) e le let- 
ture effettuate per via nefelometrica dopo 22 h di 
incubazione a 30°C. Anche in questo caso i valori 
erano calcolati per riferimento a curve standards 
preparate con diluizioni di piridoxale. 


TABELLA II - Eliminazione urinaria vitamina 
gruppo Bg nel ratto trattato con prednisone 


y/24 h 
Giorni di trattamento 
I 2 4 6 8 
' 1 GRUPPO 
(trattati) 
a 353 | 5:6 | 4,6 357 | 2,8 3,2 | 
b | 3.2 | 6.9 557 | 2,8) 2,6] 
c | 33 | 623! 6.6| 
d | 3:9 | 9,7! $.9| 2,8] 2.7 
II GRUPPO 
(controlli) 
Hy 3,8 351 | 
y 3,9 3,8 3,2 
Zz 357 454 3,6 


w 5,2 3,8 | 


I valori ottenuti su ogni coppia di animali (a, b, ecc.) sono 
riferiti ad 1 ratto. 


I metodi chimici usati sono stati i seguenti: acido 
nicotinico: Ciusa e Pasquali (7); N*-metilnicotina- 
mide: Huff e Perlzweig (8); trigonelline: Ciusa e 
Dessi (9). 


RISULTATI 


I risultati ottenuti per ogni vitamina sono 
riportati nelle annesse tabelle. 

In condizioni basali la eliminazione uri- 
naria di riboflavina varia nelle coppie di ratti 
trattati e di controllo da un minimo di 317 
ad un massimo di 645 my/24 h. 

Durante il trattamento, se si escludono i 
dati ricavati per le coppie a e d all’8° ed al 


6° giorno dal trattamento (rispettivamente 


890 e 260 my/24 h), dati che sono stati otte- 
nuti una sola volta, le oscillazioni dell’elimi- 
nazione della vitamina B, sono comprese 
tra 382 my/24 h avuti per la coppia d al 2° 
giorno ed i 770 my/24 h per la coppia a al 
4° giorno del trattamento. Tale oscillazione, 
che é di circa il 100%, @ praticamente uguale 
a quella riscontrata per i valori basali e di 


TABELLA III - Eliminazione urinaria di piridoxale 
e piridoxamina nel ratto trattato con prednisone 


y/24 h 
Giorni di trattamento 
Coppie ratti Basale 
2 4 6 er 
I GRUPPO 
(trattati) 
a 6,3 78 | 6,7 | 6 559 | 
b 543 8,8 | 6.6 | 5,7 | $,8 
c 555 8,1 7,2 6,8 6,2 
d 8,2 15,7 6,2 5,8 6,2 
Il GRUPPO 
(controlli) 
x 7.2 6,8 6,5 
y 6,3 6,1 5+7 
7-5 7.2 6,6 
w 13,8 10,2 10,4 


I valori ottenuti su ogni gruppo di animali (a, b, ecc.) sono 
riferiti ad 1 ratto. 


controllo. Anche dopo il trattamento i dati 
trovati rientrano entro tali limiti di variazione. 

Questo fatto non permette, quindi, di ri- 
tenere significative le differenze di eliminazione 
urinaria di riboflavina riscontrate durante il 
trattamento prednisonico. 

Il gruppo della vitamina B, presenta dei 
valori basali di eliminazione abbastanza uni- 
formi (da 3,2 a 4,3 7/24 h). Durante i primi 
due giorni di trattamento si osserva un leg- 
gero aumento, pur tuttavia questo non pud 
essere ritenuto significativo poiché alcuni di 
quei valori che "hanno presentato (4,6; 5,6; 
5,7 7/24 h) sono molto vicini a quelli riscon- 
trati per i controlli, ed ancora meno signi- 
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TABELLA IV - Eliminazione urinaria vitamina PP nel ratto trattato con prednisone 


h 
Determinazione microbiologica Determinazione chimica | 
Coppie ratti Giorni di trattamento Giorni di trattamento 
2 4 6 8 2 4 8 a 4 6 8 2 4 8 | 
I GRUPPO | | 


| (trattati) 
a | $9.2 62,3 61,5 | 59,2 | 54,2 | 59,8 | $4.3 59,2 | 62 64,2 | 86 | 65,5 | 79,6 | 76,3 | 52 77:5 | 
b IIs 120,8 98,4 96,6 93,8 90,2 | 96,4 I14,2 143 107,7 114,3 105,3 ,131,2 91 71,7 | 88,5 | 
c 104,6 |107,5°, 85,2 | 77,7 . 72,2 | 93,6 | 95,2 ,100,8 113 84,6 68,2 | 92 91,8 91,2 | 71,6 82,8 | 
d 5352 | 49,2 44,2 38,4 45,6 | 51,6 | 48,6 | 49,2 | 67 52 43,3 | 75:3 | 52,8 47,3 | 45,6 48,3 


| II GRUPPO | | 


(controlli) 
x | 60,9 58,2 57,6 66,8 | 72,3 | 61,7 60,4 64,9 36 | 58,3 | 
y 120,2 130,5 123,6 102,3 102,§ 104,8 101,7 | 129,3 | 93,2 | 78,9 
z 58,4 5555 | 71,3 | | 68,8 5354 | 64 | 51,5 


w 2,8 78,2 71,4 


79:2 | 77,7 | 82,8 733 80 58,6 93,2 


I valori ottenuti su ogni gruppo di animali (a, b, ecc.) sono riferiti ad I ratto. 


TaBELLA V - Eliminazione urinaria N'-metilnicotinamide e di trigonelline nel ratto trattato con prednisone 


N!-metilnicotinamide y/24 h Trigonelline mg/24 h 


Giorni dopo 


Coppie ratti Giorni di trattamento Giorni di trattamento 
2 4 6 8 2 4 8 2 4 6 8 2 4 8 
| I GRUPPO 
(trattati) 


| a 177 180 196 188 129 219 127 182 3,56 2,83 | 3,39 3,41 | 2,28 | 2,79 | 2,58 | 3,28 
| b 220 196 132 150 ISI 97 102 106 | 3,21 2,96 | 2,84 | 3,55 | 3,72 | 2,60 | 2,82 | 3,17 
c 727 | 642 445 444 433 | 432 «| 345 400 | 3,39 4,62 | 4,09 4,71 | 3,31 442 | 2,35 | 4,13 


d 394 | 363 | 208 § 286 $209 | 224 | 138 | 3,60 2,85 | 2,74 | 3,55 | 3,63 | 2,56 | 2,82 | 2,91 
| II GRUPPO | 
} (controlli) 
| x 252 | 300 305 152 168 1,70 3,10 | 3,84 3,39 3,01 
y 346 480 526 230 «3554 4,32 | 4154 | 2,63 | 
| z 403 462 382 262 279 | 4,69 3,87 | 4.32 | 4,29 | 3,85 


I valori ottenuti su ogni coppia di animali (a, b, ecc.) sono riferiti ad I ratto. 
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ficativo esso appare se si considera Ja sua 
transitorieta. 

La eliminazione urinaria di piridoxale e 
piridoxamina presenta al di fuori del trat- 
tamento (basali e controlli) valori compresi 
tra 5,5 e 13,8 y/24 h. Tutti i dati ottenuti 
durante e dopo il trattamento, se si esclude 
il valore di 15,7 che d’altra parte é molto 
vicino a quello basale di 13,8, sono com- 
presi entro tali limiti di oscillazione. Questo 
dimostra che praticamente i] trattamento pred- 
nisonico non ha avuto alcuna influenza sulla 
escrezione urinaria di tali frazioni vitaminiche. 

I valori ottenuti dalla titolazione di_piri- 
doxale e piridoxamina sono pit elevati di 
quelli riscontrati per l'intero gruppo B,. 
Questi risultati potrebbero far supporre I’esi- 
stenza anche nelle urine di ratto, bF un fattore 
che inibisce la crescita del Saccharomyces 
carlsbergensis come é stato rilevato da espe- 
rienze condotte da Rabinowitz ¢ Snell (10) per 
le urine umane. 

Anche I’eliminazione urinaria del fattore PP 
e dei suoi metaboliti non é stata influenzata 
dalla somministrazione dello steroide. Infatti 
dalle tabelle appare evidente che i valori otte- 
nuti durante e dopo il trattamento sono 
compresi entro i valori limiti riscontrati in 
condizioni basali o per gli animali di controllo. 
Da segnalare come i dati ricavati dosando il 
fattore PP per via microbiologica, siano 
molto vicini a quelli ottenuti determinando 
l’acido nicotinico per via chimica. 


CONCLUSIONI 


I risultati delle nostre ricerche rivolte ad 
indagare |’influenza del prednisone sulla eli- 
minazione urinaria della vitamina B,, del 
gruppo B,, della vitamina PP e dei suoi me- 
taboliti, in ratti a dieta equilibrata e completa 
anche di vitamine secondo il fabbisogno, 
hanno messo in evidenza come il trattamento 
da noi praticato in queste esperienze non de- 
termini variazioni nella curva di eliminazione 
urinaria dei fattori suddetti. 

Per la vitamina B,; e per il gruppo della B, 
concordiamo con Draper e Johnson (11), 
che avevano usato il cortisone, anche se le 


condizioni di esperimento realizzate da questi 
AA. sono differenti dalle nostre e pur tenendo 
conto della modesta e del tutto transitoria 
scarica pid alta di piridoxina nel 1° 0 2° giorno 
di trattamento. 

Anche per quanto riguarda i corpi nico- 
tinici non abbiamo riscontrato  variazioni 
degne di rilievo a seguito del trattamento 
prednisonico da noi sperimentato e cid con- 
corda con quanto riportato da Bonati e 
Coll. (12) per il ratto. 

I nostri dati presentano un certo interesse 
per le determinazioni di piridoxale, di _piri- 
doxamina e delle forme biologicamente attive 
della vitamina PP. I risultati ottenuti in tali 
determinazioni consentono di affermare che, 
come il gruppo B, complessivamente consi- 
derato e come i corpi nicotinici, anche il 
piridoxale, la piridoxamina e la vitamina PP 
propriamente detta, non mostrano variazioni 
nella eliminazione urinaria per effetto del 
prednisone. 

E poiché tutti i fattori in studio sono stati 
valutati in un medesimo campione di urina 
proveniente da ratti normali, a dieta sintetica, 
equilibrata, riceventi ogni giorno una som- 
ministrazione di miscela vitaminica completa, 
ne viene avvalorata la conclusione che, almeno 

r quanto pud ricavarsi dalla escrezione con 
f urine, il ricambio della riboflavina, della 
piridoxina e della niacina non viene influen- 
zato dal composto glicoattivo (*). 


RIASSUNTO 


Viene studiata l’influenza del prednisone sulla 
eliminazione utinaria di riboflavina, del gruppo della 
vitamina Bs, della vitamina PP e dei suoi metaboliti 
nel ratto. Le determinazioni della riboflavina, del 
gruppo Bs complessivamente considerato, del pi- 
ridoxale e della piridoxamina e del fattore PP sono 
state effettuate per via microbiologica; quelle del- 
l’acido nicotinico, della N'-metilnicotinamide e delle 
trigonelline per via chimica. Dai risultati ottenuti 
emerge che l’eliminazione urinaria delle suddette 
vitamine non varia significativamente per effetto del 
trattamento con prednisone. 


(*) Durante la correzione delle bozze di stampa abbiamo ri- 
cevuto il fascicolo di Aprile della rivista Am. J. Clin. Nutrition, in 
cui é publicata la relazione di Meites e Coll. (13). Le conclusioni 
tratte dalle nostre esperienze col prednisone concordano con 
quelle dei suddetti AA. sui rapporti fra il cortisone e le vitamine 
da noi studiate. 
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RESUME 


Recherches expérimentales sur Télimination urinaire de 
riboflavine, du groupe de la vitamine Be et du facteur 
PP chez des rats traités par prednisone. 

L’auteur étudie Vinfluence de la prednisone sur 
Yélimination urinaire de riboflavine, du groupe de 
la vitamine Bs, de la vitamine PP et de ses méta- 
bolites chez le rat. Les déterminations de la ribo- 
flavine, du groupe Be considéré dans son ensemble, 
du pyridoxal et de la pyridoxamine et du facteur PP 
ont été effectuées par voie microbiologique; et par 
voie chimique celles de l’acide nicotinique, de la 
N!-méthylnicotinamide et des trigonellines. Les 
résultats obtenus font ressortir que I’élimitation uri- 
naire des vitamines en question ne varie pas d’une 
maniére significative par effet du traitement pred- 
nisonique. 


SUMMARY 


Experimental studies on the urinary elimination of ri- 
boflavin, vitamin Be group and PP factor in rats treated 
with prednisone. 

The influence of prednisone on the urinary elimin- 
ation of riboflavin, vitamin Be group and vitamin PP 
and its metabolites in rats, has been studied. The 
riboflavin, the Bs group considered as a whole, 
the pyridoxal and pyridoxamine and PP factor 
were microbiologically assayed, whilst the nicotinic 
acid, N'-methylnicotinamide and trigonellines were 
determined chemically. The results show that 
urinary elimination of the above-mentioned vitamins 
does not significantly vary for the effect of prednisone 
treatment. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Experimentelle Forschungen iiber die Ausscheidung 
durch den Harn des Riboflavins, der Vitamin Be- 
Gruppe und des PP-Faktors von mit Prednison 
behandelten Ratten. 


Es wird an der Ratte der Einfluss des Prednisons 
auf die Ausscheidung durch den Harn des Ribo- 
flavins, der Vitamin B,-Gruppe, des Vitamins PP 
und seiner Stoffwechselprodukte untersucht. Die 
Bestimmungen des Riboflavins, der Gruppe Be, als 
ein Ganzes betrachtet, des Pyridoxals, des Pyrido- 


168 


xamins und des Faktors PP erfolgten auf mikrobio- 
logischem Wege; die Nicotinsaure, das N'-Methyl- 
nicotinamid un die Trigonellinen wurden chemisch 
bestimmt. Aus den erzielten Ergebnissen geht hervor, 
dass die Ausscheidung obgenannter Vitamine durch 
den Harn bei Prednisonbehandlung keine bedeutsame 
Veranderung erfahrt. 


RESUMEN 


Investigaciones experimentales sobre la eliminacién uri- 
naria de riboflavina, del grupo de la vitamina Be y 
del factor PP en ratas tratadas con prednisona. 

Se estudia la influencia de la prednisona sobre la 
eliminacién urinaria de riboflavina, del grupo de 
la vitamina Be, de la vitamina PP y de sus meta- 
bolitos, en la rata. Las determinaciones de la ribo- 
flavina, del grupo Be considerado en su conjunto, 
del piridoxal y de la piridoxamina y del factor PP 
se han efectuado por via microbiolégica; las del 
acido nicotinico, de la N'-metilnicotinamida y de 
las trigonelinas, por via quimica. De los resultados 
obtenidos se desprende que la eliminacién urinaria 
de Jas citadas vitaminas no varia significativamente 
por efecto del tratamiento con prednisona. 
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